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【背　　景】
　気管支喘息は好酸球、マスト細胞などの炎症細胞を中心とした慢性気道炎症によって起こる気道狭
窄と気道過敏性の亢進と定義されている。繰り返す気道炎症によって気道平滑筋肥厚、基底膜肥厚、
杯細胞過形成を特徴とする気道リモデリングと呼ばれる非可逆性変化が生じ、重症、難治化する。し
かし、最近の研究においては、メサコリンによる気道過敏性試験のような非炎症性気道収縮の繰り返
しによっても気道リモデリングが引き起こされることが報告されている。
【目　　的】
　メサコリンによる非炎症性気道収縮が気道に与える影響を解明する目的で、気道炎症モデルおよび
非炎症性気道収縮モデルの２種類の喘息モデルマウスを作製した。非炎症性気道収縮が気道構造に及
ぼす変化について検討した。
【対象と方法】
　本研究は獨協医科大学動物実験委員会の承認を得て、指針にしたがって行った。
　BALB/cマウスに卵白アルブミン（ovalbmin：OVA）の腹腔内注射を２回行い、喘息モデルマウ
スを作製した。その後、1mg/mlのOVAおよび20mg/mlのメサコリンによる吸入感作を連日行い、ア
レルギー性気道炎症群（OVA群）と非炎症性気道収縮群（メサコリン群）の２群に分けた。コントロー
ル群にはOVAの代わりに生理食塩水の腹腔内注射および吸入感作を行った。
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　５回、10回、15回の吸入感作施行後に各群の肺を採取した。採取した肺は４％パラホルムアルデ
ヒドで固定後、パラフィン包埋にて３µmの厚さの組織切片を作成しエラスチカマッソン染色、α 
smooth muscle actin染色、Alcian-blue PAS染色、ハンセル染色、マスト細胞トリプターゼ抗体、
transforming growth factor β（TGF-β）抗体を用いた免疫染色によって基底膜肥厚、気道平滑筋
肥厚、杯細胞過形成、好酸球数、マスト細胞およびTGF-βの発現における継時的変化について比較
検討した。
　統計による有意差検定はｔ検定およびWilcoxon検定により評価した。
【結　　果】
　好酸球はOVA群においてのみ増加した。基底膜肥厚は15回吸入後においてOVA群では肥厚したが
メサコリン群においては認めなかった。気道平滑筋肥厚と杯細胞過形成については10回目、15回目の
吸入においてOVA群、メサコリン群ともに肥厚、増殖した。また全ての測定項目においてメサコリ
ン群よりOVA群で有意であった。
　マスト細胞は10回目の吸入まではOVA群で有意に増加したが、メサコリン群では認めなかった。
TGF-βは15回の吸入後においてOVA群、メサコリン群ともに増加を認めたが、OVA群でより増加
を認めた。
【考　　察】
　気管支喘息は慢性アレルギー性気道炎症によって起こる気道狭窄と定義されている。
　気道狭窄は可逆性であるが、繰り返す気道炎症により気道平滑筋肥厚、基底膜肥厚、杯細胞過形成
による気道リモデリングによって非可逆性変化となる。しかし近年、非炎症性気道収縮の繰り返しに
おいても気道リモデリングが起きることが報告されている。
　我々は気管支喘息の診断方法の１つである気道過敏性試験よる非炎症性気道収縮においても気道リ
モデリングを誘発する可能性があると考え本研究を行った。
　研究結果より、非炎症性気道収縮を起こすとされているメサコリン吸入においても気道リモデリン
グを起こすと確認したことから、気道リモデリングには２つの経路が存在すると推測した。
　１つ目の経路は、非炎症性気道収縮による気道平滑筋肥厚の存在である。血管平滑筋の機械的な収
縮により平滑筋の過形成が起こることが確認されている。しかし、気道収縮のみによる気道リモデリ
ングについては、アレルギー性炎症とは区別できないため評価されていなかった。我々はOVAとメ
サコリンを用いてそれぞれの気道構造の変化を評価し、メサコリンによる頻回な非炎症性気道収縮で
も気道平滑筋肥厚を起こすことを確認した。しかし、OVAによる好酸球性気道炎症群と比較すると
軽度な変化であり、メサコリン群では基底膜肥厚を認めなかった事から、メサコリンによる非炎症性
気道収縮は不均一な気道リモデリングを起こすと考えた。
　２つ目の経路はメサコリンによるアレルギー様炎症反応の存在である。Ki67細胞数は気道上皮の修
復過程で増加するが、メサコリンによってKi67細胞数が増加する事が報告されている。本研究で評価
しなかったが、メサコリンによる気道収縮よって起きた気道上皮の障害が好酸球浸潤を伴わない気道
炎症を起こす可能性があると推測された。また、慢性の間欠的メカニカルストレスにおいてもムチン
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蛋白の発現、杯細胞過形成を起こすとする報告があり、本研究でも同様の結果であった。その他の可
能性としてマスト細胞を中心としたアレルギー様炎症反応の存在が推測された。マスト細胞はIL-3、
IL-5、GM-CSF等の放出によりアレルギー性炎症を引き起こす他に、TGF-βを産生する線維芽細胞を
活性化する事によって気道リモデリングに寄与するとされている。本研究でもメサコリンによるマス
ト細胞数及びTGF-βの増加傾向を認めたことから、メサコリンによる気道リモデリングは、頻回の
非炎症性気道収縮およびマスト細胞依存性、好酸球非依存性のアレルギー様炎症反応によって生じる
可能性があると考えた。
　上記考察についての確定的な研究結果は報告されておらず、今後の課題と考えられた。
【結　　論】
　メサコリン吸入による非炎症性気道収縮においても気道リモデリングが生じ、その機序としては頻
回の気道収縮による気道平滑筋肥厚およびマスト細胞を介したアレルギー様反応が考えられた。メサ
コリンによる気道過敏性試験は気管支喘息の診断に有用であるが、検査施行については十分注意が必
要であると考えた。
論　文　審　査　の　結　果　の　要　旨
【論文概要】
　気管支喘息は、臨床症状として繰り返す咳嗽、喘鳴、呼吸困難を特徴とし、組織学的には好酸球、
リンパ球、マスト細胞などの炎症細胞を中心とした慢性気道炎症を起因とする気道狭窄および気道過
敏性亢進と定義されている。気道炎症が長期間遷延することで気道平滑筋肥厚、基底膜下肥厚、杯細
胞過形成を特徴とする気道リモデリングが生じる。気道リモデリングは不可逆的な気道閉塞を引き起
こし、喘息を重症化、難治化させる。喘息の重症度を評価しうる気道過敏性試験では気道を機械的に
収縮させるメサコリンが用いられ、気道炎症を起こさない安全な試験薬と考えられていた。しかし、
最新の研究にてメサコリンを頻回に吸入させることで気道リモデリングが引き起こされたと報告され
た。申請者は、この事象の検証ならびにそのメカニズムを解明する目的でマウス喘息モデルを用いて
研究をおこなった。従来から抗原として用いられているovalbumin（OVA）の他、メサコリンおよび
生理食塩水を連続吸入させ、気道組織を採取した。結果は、基底膜及び気道平滑筋、杯細胞のいずれ
においてもOVA群では有意な肥厚及び過形成を認めた。メサコリン群では、OVAに比較し軽度では
あるが、生食対照群との比較または吸入回数依存的に有意な肥厚および過形成を認め、気道リモデリ
ングの存在が確認された。好酸球数はOVA群では著明な増加を認めたが、メサコリン群では生食対
照群と同等で増加を認めなかった。マスト細胞数およびTGF-βでは、OVA群で有意な増加または発
現増強を認め、メサコリン群ではOVA群に比較し軽度ではあるが、吸入回数依存的に有意な増加お
よび生食対照群と比較し有意な発現増強を認めた。以上より申請者は、１）メサコリンによる反復し
た気道収縮でも、OVA感作モデルより軽度ではあるが気道リモデリングは生じた。２）メサコリン
による気道リモデリング形成の機序として、①メサコリンによる好酸球を介さないマスト細胞を主体
とした気道炎症が引き起こされた可能性、②メサコリンによる機械的な上皮障害を介した反応の可能
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性、③反復した気道収縮によって気道平滑筋が肥厚した可能性が示唆された。３）気道炎症を収束さ
せるまでは、気道収縮を抑制させるためにβ2刺激薬を併用することが必要であると結論している。
【研究方法の妥当性】
　申請論文では既に確立されている方法でマウス喘息モデルを作製し、基底膜下や気道平滑筋の変
化、杯細胞、好酸球、マスト細胞の増減、TGF-β発現について免疫組織学的検討によって評価され
ている。標本数も十分であり確立された統計手法を用いて結論を導き出している。更に本研究は獨協
医科大学動物実験委員会の承認を得て指針に従って行っている。以上より本研究方法は妥当なもので
ある。
【研究結果の新奇性・独創性】
　メサコリンによる反復した気道収縮によって気道リモデリングが生じるとした報告について、更な
る検証はされておらず、その機序についての研究もされていない。申請論文では、マウス喘息モデル
を用いてメサコリンにより気道リモデリングが生じることを確認し、その機序としてマスト細胞の関
与する気道炎症が存在する可能性が示唆された。以上の点が新奇性、独創性に優れた研究と評価でき
る。
【結論の妥当性】
　マウス喘息モデルを用いた本研究では、気道リモデリングの形成について先に報告されたヒトを対
象とした研究報告と同様の結果を得た。その機序のひとつとしてマスト細胞が関与する可能性が示唆
された。マスト細胞は線維芽細胞を介した線維化への関与も報告されおり、気道リモデリングの機序
として矛盾するものではない。また好酸球が関与しない気道炎症については、抗IL-5抗体の投与によ
り気道への好酸球浸潤が抑制されたにも関わらず喘息が改善しなかったとする報告があり、これは本
研究の結果を支持するものである。以上より得られた結論は、過去に発表された関連分野の研究発表
と論理的に矛盾するものではなく妥当な結論といえる。
【当該分野における位置付け】
　気道リモデリングの機序として、これまで好酸球を主体とした気道炎症の遷延が原因と考えられて
きた。しかし安全と考えられてきたメサコリンの連続吸入により気道リモデリングが生じ、その経路
として好酸球を介さない、マスト細胞を主体とした気道炎症が存在する可能性が示唆された。申請論
文は、好酸球以外にも気道リモデリングを引き起こす重要な気道炎症の経路がある可能性を示唆した
点で極めて意義深い研究といえる。
【申請者の研究能力】
　申請者は、臨床呼吸器学を学んだ上で研究計画を立て、適切に本研究を遂行した。また、実験動物
を用いて得られたデータを的確な統計手法を用いて解析し貴重な知見を得ており、申請者の研究能力
は高いと評価できる。
【学位授与の可否】
　本論文は独創的で質の高い研究内容を有しており、当該分野における貢献度も高い。よって、博士
（医学）の学位授与に相応しいと判定した。
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